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Die Boehringer Mannheim GmbH in 68305 Mannheim hat eine Pa- 
tentanmeldung unter der Bezeichnung 

„01igomere Tragermolekiile mit definiert eingebauten 
Markierungsgruppen und Haptenen" 

am 4. November 1994 beim Deutschen Patentamt eingereicht und 
erklart, dafl sie dafur die Innere Prioritat der Anmeldung in 
der Bundesrepublik Deutschland vom 25. Juli 1994, Aktenzei- 
chen P 44 26 276.0, in Anspruch nimmt. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue 
Wiedergabe der ursprunglichen Unterlagen dieser Patent - 
anmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die 
Symbole C 07 K 14/00, C 07 H 21/04, G 01 N 33/53 und 
A 61 K 49/00 der Internationalen Patentklassif ikation 
erhalten. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Konjugat, umfassend einen polymeren Trager mit maximal 100 
monomeren Einheiten, der gekoppelt an reaktive 
Seitengruppen 1-10 Haptenmolekiile und 1-10 
Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei 
die monomeren Einheiten aus Aminosauren, Nukleotiden und 
peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine Lange von 3 - 80 monomeren 
Einheiten auf weist . 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der polymere Trager eine Lange von 5-60 monomeren 
Einheiten auf weist. 

4. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 1 - 6 Haptenmolekiile enthalt . 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 2 - 8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen 
enthalt. * 

6. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute 
Peptidkette ist . 
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Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dafi die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Fest- 
phasenbindungsgruppen uber reaktive Amino- oder/und Thiol - 
Seitengruppen an den polymeren Trager gekoppelt sind. 

8. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es Markierungsgruppen enthalt, die aus lumi- 
neszierenden Metallchelaten oder Fluoreszenzgruppen 
ausgewahlt sind. 

9. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es Festphasenbindungsgruppen enthalt, die aus Biotin 
und Biotinanaloga ausgewahlt sind. 

10. Konjugat nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen lumineszierende Metallchelate 
sind und der polymere Trager mindestens einen positiven 
oder/und negativen Ladungstrager enthalt. 

11. Konjugat nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen Fluoreszenzgruppen sind und 
polymere Trager eine im wesentlichen helikale Struktur 
aufweist . 

12. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi das Hapten ein immunologisch reaktives Molekiil mit 
einer Molekularmasse <. 2000 Da ist. 

13. Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus pharmakologischen Wirkstoffen, 
Hormonen, Metaboliten, Vitaminen, Mediatoren und 
Neurotransmittern ausgewahlt ist . 



- 3 - 

14. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus immunologisch reaktiven Peptidepitopen 
mit einer Lange bis zu 30 Aminosauren ausgewahlt ist . 

15. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus Nukleinsauren mit einer Lange bis zu 5 0 
Nukleotiden ausgewahlt ist. 

16. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus peptidischen Nukleinsauren mit einer 
Lange bis zu 50 Monomereinheiten ausgewahlt ist. 

17. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten nach einem der 
Anspriiche 1 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen polymeren Trager aus monomeren Einheiten an 
einer Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) wahrend der Synthese an vorbestimmten Positionen des 
Tragers Monomerderivate einfiihrt, die kovalent mit 
Haptenmolekiilen oder/und Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppen gekoppelt sind, oder/und 

(b) nach der Synthese aktivierte Haptenmolekiile oder/und 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an 
reaktive Seitengruppen des Tragers koppelt. 

18. Verfahren nach > Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Peptidtrager aus Aminosaurederivaten 
synthetisiert . 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekeimz ei chne t , 

daS in Variante (a) die Haptenmolekiile oder/und Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen jeweils an eine 
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primare Aminogruppe oder eine Thiolgruppe des 
Monomerderivats gekoppelt sind. 

20. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18 , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS in Variante (b) die Kopplung an Amino- oder/und Thiol - 
Seitengruppen des Tragers nach Abspaltung von Schutz- 
gruppen der zur Festphasensynthese verwendeten 
Monomerderivate erf olgt . 

21. Verfahren nach Anspruch 17, 18 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man nach der Synthese in Variante (b) die Hapten - 
molekule und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen 
an primare Aminoseitengruppen des Tragers koppelt, wobei 
an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit 
Haptenmolekulen erfolgen soli, ein Monomerderivat mit 
einer ersten Schutzgruppe fur die Amino- Seitengruppe ver- 
wendet wird, und an Positionen des Tragers, an denen eine 
Kopplung mit Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen 
erfolgen soil, ein Monomerderivat mit einer zweiten 
Schutzgruppe fur die Aminoseitengruppe verwendet wird und 
die erste und die zweite Schutzgruppe so ausgewahlt 
werden, daS eine selektive Schutzgruppenabspaltung moglich 
ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die erste und zweite Schutzgruppe aus saurelabilen 
bzw. saurestabilen Schutzgruppen ausgewahlt werden. 



23. Verwendung von Konjugaten nach einem der Anspruche 1 bis 
16 als Antigen in einem immunologischen Verfahren oder zur 
DNA-Diagnostik . 
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24. Verwendung nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekiil enthalten, 
als Polyhaptene in immunologischen Nachweisverf ahren 
einsetzt . 

25. Verwendung nach Anspruch 23 oder 24 in einem kompetitiven 
I mmuno ass ay . . _ 

26. Verwendung nach Anspruch 23 oder. 24 in einem Immunoassay 
zum Nachweis spezifischer Antikorper. 

27. Verf ahren zum. Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
fliissigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled analog" Format, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef lussigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspruche 
1 bis 16, das eine Markierungsgruppe enthalt, und 
einem Rezeptor, der an die Festphase gebunden oder 
zur Bindung an eine Festphase fahig ist und eine 
spezifisch immunologische Reaktion mit dem Analyten 
und der Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, 
inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lus- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef lussigkeit durch Messung der Markie- 
rungskomponente des Konjugats in der Festphase 
oder/und in der Inkubationsf lussigkeit bestimmt. 

28. Verf ahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Rezeptor einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Antikorperf ragment und eine mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 
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29. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
flussigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled antibody" Format, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspriiche 
1 bis 16, das eine Festphasenbindungsgruppe enthalt, 
und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt 
und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Haptenkomponente des Konjugat s 
eingehen kann, inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf liis- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef liissigkeit . durch Messung der Markie- 
rungskomponente des Rezeptors in der Festphase 
oder/und in der Inkubationsf liissigkeit bestimmt. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein biotinyliertes Konjugat und eine mit Strepta- 
vidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 

31. Verfahren zum Nachweis eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef liissigkeit , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit mit mindestens einem Konjugat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 16, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist, inkubiert und 

(b) den Antikorper iiber eine Bindung mit dem Konjugat 
nachweis t . 

32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 
daiS man 



(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase und zwei gegen den zu bestimmenden 
Antikorper gerichteten Antigenen inkubiert, wobei das 
erste Antigen eine Markierungsgruppe tragt und das 
zweite Antigen an die Festphase gebunden oder in 
einer an die Festphase bindefahigen Form vorliegt, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lus- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Antikorpers 
durch Bestimmung der Markierung in der Festphase 
oder/und in der fliissigen Phase nachweist, 

wobei man als erstes oder/und zweites Antigen ein Konjugat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 16 verwendet . 

33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als erstes Antigen ein mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes 
Konjugat verwendet. 

34. Verfahren nach Anspruch 3 2 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein biotinyliertes Konjugat 
und eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete 
Festphase verwendet . 
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BESCHREIBUNG 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Konjugate, Verfahren zu 
deren Herstellung sowie die Verwendung dieser Kon jugate als 
Antigene in immunologischen Nachweisverf ahren oder zur DNA- 
Diagnostik. 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Kdrperf liissigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen 
mit Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, 
Hepatitis-Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von 
spezifischen Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird 
liblicherweise durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, 
die mit den spezifischen Immunglobulinen reagieren, 
nachgewiesen. Verfahren zur Bestimmung von spezifischen 
Immunglobulinen in der Probef lussigkeit miissen sensitiv, 
zuverlassig, einfach und schnell sein. 

Ein weiteres immunologisches Verfahren ist der kompetitive 
Immunoassay, bei dem der qualitative und quantitative Nachweis 
eines Analyten dadurch erfolgt, daS ein mit dem Analyten 
immunologisch analoges Hapten und der Analyt urn Bindungsstellen 
auf einem Rezeptor, z.B. einem Antikorper konkurrieren . Das 
Analytenanalogon wird dabei im allgemeinen in markierter oder 
an eine Festphase bindefahiger Form eingesetzt. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf 
Basis nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei 
denen das Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen 
Antikorpers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer 
(z.B. Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall- 
prazipitierender Detekt ionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert 
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ist, und das andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen 
exprimiert werden, urn die Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch 
Reaktion mit einem gereinigten, markierten Antigen und dem 
gleichen gereinigten Antigen in einer Festphasen-gebundenen 
Form nachgewiesen wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes 
IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern gegen HIV unter Verwendung von zwei festen Tragern, 
wobei an beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene 
immobilisiert werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe 
und einem markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, 
wobei das Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive 
Reaktion in mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als 
HIV-Antigene werden rekombinant hergestellte Polypeptide 
offenbart . 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei 
dem eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen 
eine zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, 
und das zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die 
Markierungsgruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, 
z.B. ein Enzym, ein Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch 
eine indirekte Markierungsgruppe, d.h. die am Antigen 
angebrachte Markierungsgruppe kann mit einem Rezeptor fur die 
Markierungsgruppe, der wiederum eine signalerzeugende Gruppe 
tragt, reagieren. Als Beispiel fur eine solche indirekte 
Markierungsgruppe wird ein Fluoresceinderivat genannt, dessen 
Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum mit einem Enzym 
gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, wie etwa das 
Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses Antigen 
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werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefiihrt, mit denen 
das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls 
gegen den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine 
Festphase bindefahig ist, inkubiert wird. 

EP-A-0 199 804 und EP-A-0 580 979 offenbaren ein immunologi- 
sches Nachweisverf ahren unter Verwendung von Antigenen, die mit 
lumineszierenden Metallchelatgruppen, insbesondere mit 
Ruthenium- und Osmiumchelatgruppen markiert sind. Als Antigene 
werden Immunglobuline verwendet, die durch Reaktion mit 
aktivierten Metallkomplexen statist isch markiert werden. 

EP-A-0 178 450 offenbart Metallchelate , insbesondere Ru- 
theniumkomplexe, an die ein immunologisch aktives Material, 
beispielsweise Antikorper, gekoppelt werden kann. Die Kopplung 
erfolgt durch statistische Reaktion des immunologisch reaktiven 
Materials mit dem Metallchelat . 

EP-A-0 255 534 offenbart einen Lumineszenz - Immunoassay unter 
Verwendung eines Metallchelat-gekoppelten Antigens oder 
Antikorpers. Die Kopplung erfolgt beispielsweise durch 
statistische Reaktion eines Metallchelat-Aktivesterderivats mit 
einem Antikorper. . 

WO 9 0/05301 offenbart ein Verf ahren zum Nachweis und zur 
quant i tat iven Bestimmung von Analyten durch Elektrochemilumi- 
neszenz unter Verwendung von lumineszierenden Metallchelaten, 
die an (i) einen zugesetzten Analyten, (ii) einen Bindepartner 
des Analyten oder (iii) eine reaktive Komponente, die mit .(i) 
oder ( ii) binden kann, gekoppelt sind . Die Lumineszenzmessung 
erfolgt nach Bindung der Metallchelate an aktivierte und 
gegebenenf alls magnet ische Mikropartikel . 
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Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverf ahren fur Antikorper werden liblicherweise 
Polypeptid-Antigene verwendet, die meist durch rekombinante 
DNA-Methoden erzeugt wurden. Beim Einsatz derartiger Polypep- 
tid-Antigene konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen 
rekombinante Polypeptide oft nur in Form von Fusionspolypep- 
tiden erzeugt werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch 
positiven Resultaten im Test fuhren kann. Weiterhin zeigen 
durch rekombinante Expression erzeugte Polypeptide oft eine nur 
geringe Stabilitat in der Probelosung und neigen zu Ag- 
gregation. Ein weiterer Nachteil ist, daS oft keine selektive 
und reproduzierbare Einfiihrung von Markierungsgruppen in solche 
Polypeptide moglich ist . 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypeptidantigene 
mit hohen Kosten verbunden und es konnen groSere Schwankungen 
in der immunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen 
rekombinanter Polypeptide auftreten . 

Auch bei kompetitiven Immunoassays, die sehr hohe Anf orderungen 
an die Sensitivitat und Prazision stellen, konnen beim Nachweis 
von nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegenden Analyten 
wie etwa Estradiol oder Testosteron, insbesondere bei 
Nachweissystemen auf Basis von Elektrochemilumineszenz die 
gef orderten unteren Nachweisgrenzen- unter Verwendung bekannter 
Antigene nur sehr schwer erreicht werden. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Problem war 
somit die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache 
und eff iziente Weise Antigene fur immunologische Tests erzeugt 
werder konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der 
Technik bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt 
werden . Weiterhin soil das Verf ahren eine selektive und 
reproduzierbare Einfiihrung von Markierungsgruppen in die 
Antigene ermoglichen. 



Dieses Problem wird gelost durch Konjugate, umfassend einen 
polymeren Trager mit maximal 100 monomeren Einheiten,. der 
gekoppelt an reaktive Seitengruppen 1-10 Haptenmolekule und 1- 
10 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei 
die monomeren Einheiten aus Aminosauren, Nukleotiden und 
peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

Durch Verwendung der erf indungsgemafien Konjugate, die 1-10 
Haptenmolekule und eine definierte Anzahl von Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalten, als Antigene in einem 
immunologischen Nachweisverf ahren kann liberraschenderweise eine 
wesentlich hohere Sensitivitat und Prazision bei einer 
gleichzeitig verringerten unteren Nachweisgrenze gegemiber 
bekannten monomeren und multimeren Antigenen erreicht werden. 
Dariiber hinaus lassen sich die erf indungsgemaBen Konjugate in 
sehr einfacher Weise durch Festphasensynthese , z.B. eine 
Peptid-Festphasensynthese, aufbauen. Hierzu konnen an jeweils 
vorbestimmten Positionen monomere Einheiten, z.B. 
Aminosaurederivate, eingebaut werden, die mit einem Haptenmo- 
lekul oder einer Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppe 
derivatisiert sind. Uberdies kann an Positionen der Trager- 
kette, an denen sich Monomere mit freien f unktionellen Gruppen 
bef inden, nach AbschluS der Festphasensynthese ein zusatzlicher 
selektiver Einbau von Haptenen oder Markierungs- bzw. Fest- 
phasenbindungsgruppen erfolgen, Dadurch ist ein definierter und 
reproduzierbarer Einbau von Haptenmolekulen und Markierungs - 
bzw. Festphasenbindungsgruppen in das Konjugat moglich. Die 
Abstande zwischen den einzelnen Gruppen auf dem Konjugat konnen 
genau festgelegt und gegebenenf alls variiert werden. 

Das polymere Tragermolekul , das das Ruckgrat des Konjugat s 
bildet*, hat eine Lange von maximal 100 monomeren Einheiten, 
vorzugsweise von .3 - 80 monomeren Einheiten und besonders 
bevorzugt von 5-60 monomeren Einheiten. 

Die monomeren Einheiten sind aus Aminosauren, Nukleotiden und 
peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt. Vorzugsweise ist der 
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polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute Peptidkette, 
vorzugsweise eine lineare Peptidkette. Der Trager kann jedoch 
auch ein Oligonukleotid sein, an dessen reaktiven Seitengruppen 
Haptenmolekule und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen 
angekoppelt sind. Weiterhin kann der polymere Trager aus 
peptidischen Nukleinsauren aufgebaut sein. Peptidische 
Nukleinsauren umfassen ein Polyamidruckgrat aus gleichen oder 
verschiedenen monomeren Einheiten der Formel 

(CH 2 ) k -CHR' -NtCO- (CH^i-L] -CH 2 - (CH 2 ) m -NH-CO- , wobei L aus der 
Gruppe, bestehend aus Wasserstoff , Phenyl, natiirlich 
vorkommenden Nukleobasen und nicht natiirlich vorkommenden 
Nukleobasen ausgewahlt ist, R' aus der Gruppe, bestehend aus 
Wasserstof f und den Seitenketten natiirlich oder nicht natiirlich 
vorkommender Aminosauren, vorzugsweise or- Aminosauren ausgewahlt 
ist, k und m jeweils unabhangig 0 oder 1 sind und i unabhangig 
von 0 bis 5 ist. Die Haptenmolekule und Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppen konnen an die Nukleobasen- oder/und 
Aminosaureseitenketten der peptidischen Nukleinsaure gekoppelt 
sein. Peptidische Nukleinsauren und ihre Herstellung sind in 
WO92/20703 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit 
Bezug genommen. 

Das Konjugat enthalt 1-10 Haptenmolekule, vorzugsweise 1-6 
Haptenmolekule und besonders bevorzugt 1 oder 2 Haptenmolekule. 
Das Hapten ist vorzugsweise ein immunologisch reaktives Molekiil 
mit einer Molekularmasse von 100-2000 Da. Derartige Haptene 
konnen z.B. aus pharmakologischen Wirkstoffen, wie etwa 
Antibiotika, Opiaten, Amphetaminen, Barbituraten, Cytostatika 
(z.B. Gentamicin, Tobramycin, Vancomycin etc.), Paracetamol, 
Salicylaten, Phenytoin, Chinin und Chininderivaten, Theophyllin 
etc., Hormonen und Metaboliten wie etwa Sterinen, Gallensauren, 
Sexualhormonen (z.B. Estradiol, Estriol, Testosteron, 
Progesteron, Pregnenolon und Derivate davon) , Corticoiden (z.B. 
Cortisol, Corticosteron, Cortison und Derivate davon-), 
Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden (z.B. * Digoxin, 
Digoxigenin, Strophantin, Buf adienolide etc.) Steroid- 
Sapogeninen, Steroidalkaloiden, Peptidhormonen, Great inin , 



Schilddrusenhormonen (z.B. T 3 , T 4 ) , Neurotransmitters (z.B. 
Serotonin, Cholin, -y-Aminobuttersaure) , Vitaminen und 
Mediatoren wie etwa Prostaglandinen, Leukotrienen, Leuko-En- 
diinen und Thromboxanen ausgewahlt werden. 

Andererseits kann das Hapten auch aus immunologisch reaktiven 
Peptidepitopen ausgewahlt werden, die eine Lange von vorzugs- 
weise bis zu 3 0 Aminosauren besitzen. Derartige Peptidepitope 
konnen beispielsweise aus pathogenen Organismen, z.B. 
Bakterien, Viren und Protozoen oder aus Autoimmun-Antigenen, 
stammen. Beispielsweise konnen die immunologisch reaktiven 
Peptidepitope aus viralen Antigenen, z.B. den Aminosaurese- 
quenzen von HIV I, HIV II oder Hepatitis C-Virus (HCV) , 
stammen. 

AuSerdem kann das Hapten auch aus Nukleinsauren mit einer Lange 
von vorzugsweise bis zu 50 Nukleotiden ausgewahlt sein, die zu 
einer Nukleinsauresequenz , die in der Probe nachgewiesen werden 
soli, komplementar sind. SchlieSlich kann das Hapten auch aus 
peptidischen Nukleinsauren mit einer Lange von bis zu 50 
Monomereinheiten ausgewahlt sein. 

Weiterhin enthalt das erf indungsgemaSe* Konjugat 1-10, 
vorzugsweise 2-8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen . 
Bevorzugte Beispiele fur Markierungsgruppen sind lumines- 
zierende Metallchelate und Fluoreszenzmarkierungen . Bevorzugte 
Beispiele fur Festphasenbindungsgruppen sind Biotin und 
Biotinanaloga, wie etwa Desthiobiotin und Imminobiotih, die 
eine spezif ische Reaktion mit Streptavidin oder Avidin eingehen 
konnen . 

Die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen sind vorzugsweise uber reaktive Amino- oder/und 
Thiolseitengruppen, besonders bevorzugt iiber reaktive primare 
Aminoseitengruppen an die Tragerkette gekoppelt . Derartige 
Seitengruppen konnen durch Einbau von entsprechenden Monomeren, 
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z.B. Aminosauren wie etwa Lysin, Ornithin, Hydroxylysin oder 
Cystein, in die Tragerkette erzeugt werden.. 

Die lumineszierenden Metallchelate sind Metallchelate, die eine 
nacbweisbare Lumineszenzreaktion erzeugen. Der Nachweis dieser 
Lumineszenzreaktion kann beispielsweise durch Fluoreszenz- oder 
durch Elektrochemilumineszenzmessung erfolgen. Das Metall 
dieser Metallchelate ist beispielsweise ein Ubergangsmetall 
oder ein Seltenerdenmetall . Vorzugsweise ist das Metall 
Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, Indium, 
Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder Wolfram. 
Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium, Chrom und 
Osmium. Am meisten bevorzugt ist Ruthenium. 

Die Liganden, die zusammen mit dem Metall das Metallchelat 
bilden, sind iiblicherweise Polydentat -Liganden, d.h. Liganden 
mit mehreren Koordinationsstellen . Polydentat -Liganden umfassen 
beispielsweise aromatische und aliphatische Liganden. Geeignete 
aromatische Polydentat -Liganden beinhalten aromatische 
heterocyclische Liganden.- Bevorzugte aromatische 
heterocyclische Liganden sind N-haltige Polyheterocyclen wie 
etwa z.B. Bipyridyl, Bipyrazyl, Terpyridyl und Phenanthrolyl . 
Diese Liganden konnen beispielsweise Substituenten wie etwa 
Alkyl, substituiertes Alkyl, Aryl, substituiertes Aryl , 
Aralkyl, Carboxylat, Carboxyaldehyd, Carboxamid, Cyano, Amino, 
Hydroxy, Imino, Hydroxycarbonyl , Aminocarbonyl , Amidin, 
Guanidinium, Ureid, schwef elhaltige Gruppen, phosphorhaltige 
Gruppen und die Carboxylatester von N-Hydroxysuccinimid 
umfassen. Bevorzugte Liganden enthalten C 2 -C 3 -Alkylenoxy- , C 2 -C 3 - 
Alkylenthio- und C 2 -C 3 -Alkyl enaminogruppen, insbesondere 
Ethylenoxygruppen . Das Chelat kann auch einen oder mehrere 
Monodentat -Liganden enthalten. Beispiele von Monodentat- 
Liganden umfassen Kohlenmonoxid, Cyanide, Isocyanide, 
Halogenide und aliphatische, aromatische und heterocyclische 
Phosphine, Amine, Stilbene und Arsine. 
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Besonders bevorzugt wird das lumineszierende Metallchelat 
ausgewahlt aus Metallchelaten mit Bipyridyl- oder* Phen- 
anthrolyl-Liganden. Beispiele geeigneter Metallchelate und ihre 
Herstellung sind in EP-A-0 178 450, EP-A-0 255 534, EP-A-0 580 
979 und WO 90/05301 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird 
hiermit Bezug genommen. Am meisten bevorzugte Metallchelate 
sind Ruthenium- (bipyridyl) 3-Chelate. Diese Chelate sind in Form 
von Aktivesterderivaten kommerziell erhaltlich, z.B. von Igen 
Inc. (Rockville, MD, USA) . 

Bei Verwendung eines lumineszierenden Metallkomplexes , der 
durch eine Elektrochemilumineszenz-Reaktion nachweisbar ist, 
als Markierungsgruppe hat sich der Einbau von mindestens einem 
positiven oder/und negativen Ladungstrager , z.B. Amino- oder 
Carboxylatgruppen, in die Tragerkette als guns tig erwiesen. 
Besonders bevorzugt enthalt die Tragerkette eine oder mehrere 
negative Ladungen, die z.B. durch Einbau von Glutaminsaure oder 
Asparaginsaure wahrend der Synthese erzeugt werden konnen. 

Ein weiteres Beispiel fur bevorzugte Markierungsgruppen sind 
Fluoreszenzmarkierungen, wie etwa Fluorescein, Cumarin, 
Rhodamin, Resorufin, Cyanin und Derivate davon. Bei Verwendung 
von f luoreszierenden Markierungsgruppen hat sich eine helikale 
Struktur des Tragerruckgrats als giinstig erwiesen, welche die 
Fluoreszenzmarkierungsgruppen hinsichtlich Raumorientierung und 
Abstand fixiert,. urn eine Fluoreszenzloschung durch einen 
Energietransf er zu verhindern. Beispiele fur Monomere, die eine 
geeignete helikale Struktur ergeben, sind Prolin oder ein 
peptidisches Nukleinsaurederivat mit einer Prolinseitengruppe . 

Die Herstellung der erf indungsgemafien Kon jugate erfolgt durch 
ein Verfahren, bei dem man einen polymeren Trager, vorzugsweise 
einen Peptidtrager aus monomeren Einheiten an einer Festphase 
synthetisiert , wobei man (a) wahrend der Synthese an 
vorbestimmten Positionen des Tragers Monomerderivate einfuhrt, 
die kovalent mit Haptenmolekulen oder/und Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppen gekoppelt sind, oder/und (b) nach der 



Synthese aktivierte Haptenmolekiile oder/und Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppen an reaktive Seitengruppen des Tragers 
koppelt . 

Bei Variante (a) des erf indungsgemaSen Verfahrens wird wahrend 
der Festphasensynthese ein Monomerderivat eingefuhrt, das 
kovalent, vorzugsweise liber eine primare Aminoseitengruppe 
eiher basischen Aminosaure wie Lysin oder Ornithin oder uber 
eine Thiol se it engruppe einer Aminosaure wie Cystein mit einem 
Haptenmolekul oder/und einer Markierungs- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppe gekoppelt ist. Die Herstellung entsprechender 
Monomerderivate kann beispielsweise durch Kopplung eines 
aktivierten Haptenmolekiils oder einer aktivierten Markierungs - 
bzw. Festphasenbindungsgruppe, z.B. eines Aktivesterderivats an 
eine freie primare Aminogruppe oder eines Maleimidderivats an 
eine freie Thiolgruppe von gegebenenf alls partiell geschutzten 
Monomerderivat en, z.B. Aminosaurederivaten, erfolgen. In Abb. 
1 ist ein bevorzugtes Metallchelat-gekoppeltes Lysinderivat 
gezeigt. In Abb. 2 ist ein biotinyliertes Lysinderivat gezeigt. 

Der Begriff "Aktivester 11 im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfafit aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Aktivester- 
derivat ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Neben den 
N-Hydroxysuccinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl- , 
Pentaf luorphenyl- , Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolyle- 
ster verwendet werden. 

Die Herstellung von Hapten-, Markierungsgruppen- und 
Festphasenbindungsgruppenderivaten, die sich fur den Einbau in 
Oligonukleot idtrager eignen, ist bei Theisen et al . 
(Tetrahedron Letters 33 (1992) , 5033-5036) am Belspiel des 
Fluoreszenzf arbstof f s 5 -Carboxyf luorescein beschrieben, der zu 
einem Phosphoramiditderivat umgesetzt wird. Dieses 
Phosphoramiditderivat kann an das 5'-Ende oder/und das 3'-Ende 



von Oligonukleotiden oder innerhalb der Oligonukleotidsequenz 
eingebaut werden. 

GemaS Variante (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt die 
Kopplung der einf uhrenden Gruppe nach Abspaltung von Schutz- 
gruppen der zur Festphasensynthese yerwendeten Monomerderivate 
yorzugsweise an Amino- oder/und Thiol -Seitengruppen, besonders 
bevorzugt an primare Aminoseitengruppen des Tragers. 

Vorzugsweise erfolgt die Einfuhrung von Haptenen und Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen gemaS Variante (a) , d.h. 
durch Verwendung von mit der jeweils einzuf uhrenden Gruppe 
gekoppelten Monomerderivaten wahrend der Festphasensynthese . 
GemaS dieser Variante konnen beispielsweise lumineszierende 
Metallchelate, Biotin oder Peptidhaptene ohne weiteres 
eingefuhrt werden. Bei empf indlichen Fluoreszenzf arbstof f en 
oder -markierungen oder anderen Haptenen, wie etwa Steroiden, 
ist diese Vorgehensweise jedoch weniger bevorzugt, da diese 
Substanzen durch die bei der Festphasensynthese herrschenden 
Bedingungen zerstort werden konnen. In diesem Falle erfolgt die 
Herstellung der Konjugate vorzugsweise gemaS Verf ahrensvariante 
(b) , d.h. durch nachtragliche Kopplung an das fertige 
Tragermolekiil . Natiirlich ist eine Kombination der 
Verf ahrensvarianten (a) und (b) moglich. 

Auch die Einfuhrung zwei verschiedener Gruppen gemaS Variante 
(b) , d.h. nach Beendigung der Synthese, z.B. eines Haptens und 
einer Markierungsgruppe oder eines Hapten und einer Festphasen- 
bindungsgruppe, ist moglich. Hierzu kann das Verfahren nach 
Variante (b) beispielsweise derart durchgefiihrt werden, daS die 
erste einzuf iihrende Gruppe an Amino- und die zweite 
einzuf uhrende Gruppe an Thiolseitengruppen des Tragermolekiils 
gekoppelt wird. Andererseits konnen beide einzuf uhrenden 
Gruppen jeweils selektiv an vorbestimmte primare Aminoseiten- 
gruppen des Tragers gekoppelt werden, wobei an Positionen des 
Tragers, an denen eine Kopplung mit Haptenmolekiilen erfolgen 
soil, ein Monomerderivat mit einer ersten Schutzgruppe fur die 



Aminoseitengruppe verwendet wird, und an Positionen des 
Tragers , an denen eine Kopplung mit Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppen erfolgen soil, ein Monomerderivat mit 
einer zweiten Schutzgruppe fur die Aminoseitengruppe verwendet 
wird ur.d die erste und die zweite Schutzgruppe so ausgewahlt 
werden, dafi - eine selektive Schutzgruppenabspaltung und 
demzufclge eine selektive Kopplung in zwei Reaktionsschritten 
moglich ist. Hierzu - konnen die erste und zweite Schutzgruppe 
aus saurelabilen Aminoschutzgruppen, wie etwa Boc bzw. 
saurestabilen Schut zgruppen, wie etwa Phenylacetyl ausgewahlt 
we r den. 

3ei derr. erf indungsgemaSen Verfahren wird das Tragermolekul mit 
der gewunschten Monomersequenz an einer Festphase hergestellt . 
Die Herstellung von Peptidtragern erfolgt vorzugsweise mit 
einem kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Gerate A 431 
oder A 433 von Applied Biosystems) . Die Synthese erfolgt nach 
bekannten Methoden, vorzugsweise ausgehend vom Carboxyl terminus 
des Peptids unter Verwendung von Aminosaurederivaten . 
Vorzugsweise werden Aminosaurederivate eingesetzt, deren fur 
die Kupplung benotigte Amino -Endgruppe mit einem 
rluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert ist. 
Reaktive Seitengruppen der eingesetzten Aminosauren enthalten 
Schutzgruppen, die nach Beendigung der Peptidsynthese ohne 
weiteres abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele hierfur sind 
Schutzgruppen, wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t-Butylether 
(tBu) , t-Butylester (OtBu) , tert . -Butoxycarbonyl (Boc) , 
2,2,5,7,8- Pent ame thy Ichr oman - 6 - sul f onyl ( Pmc ) oder 
Phenylacetyl . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an 
Positionen des Peptids befinden, an denen ein Hapten oder eine 
Markierung eingefiihrt werden soil, sind gemaS Variante (a) 
kovalenc mit der einzuf iihrenden Gruppe gekoppelt. 
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Neben den 2 0 natiirlichen Aminosauren kann das Peptid auch 
artefizielle Aminosauren, wie etwa S-Alanin, y-Aminobutter- 
saure, e-Aminocapronsaure, Norleucin oder Ornithin enthalten. 
Diese artef iziellen Aminosauren werden analog wie die 
natiirlichen Aminosauren fur die Synthese in geschiitzter Form 
eingesetzt. 

Gema£ Variante (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt 
r.ach Beendigung der Synthese die Einfiihrung des Haptens bzw. 
der Markierung durch Umsetzung des Peptids nach 
Schutzgruppenabspaltung mit der jeweils gewiinschten aktivierten 
Gruppe, die mit freien primaren Aminogruppen des Peptids 
reagiert. Pro freie primare Aminogruppe werden vorzugsweise 1,5 
bis 4 Aquivalente Aktivester eingesetzt. AnschlieSend wird das 
Reaktionsprodukt auf gereinigt , vorzugsweise durch HPLC. Die 
Einfiihrung von zwei unterschiedlichen aktivierten Gruppen gemaS 
Variante (b) gelingt durch Verwendung von zwei selektiv 
abspaltbaren Schutzgruppen, wie oben erlautert. 

Das Peptidruckgrat des Konjugats besitzt eine nicht 
immunologisch reaktive Aminosauresequenz , d.h. eine Aminosau- 
resequenz, die bei der vorgesehenen Anwendung des Konjugats als 
Antigen in einem immunologischen Nachweisverf ahren die 
Durchfiihrung des Tests nicht beeintrachtigt . 

Andererseits kann das Ruckgrat des Tragermolekuls auch aus 
Nukleotiden oder peptidischen Nukleinsauren aufgebaut sein. Die 
Synthese eines Oligonukleotidtragermolekiils kann in einem 
kommerziellen DNA-Synthesegerat erfolgen. Die Haptenmolekiile 
und die Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen werden 
vorzugsweise als Phosphoramiditderivate eingefuhrt (Theisen et 
al . , supra; Applied Biosystems, User Bulletin 67, FAM Amidite, 
Mai 1992) oder/und nachtraglich an freie reaktive Seitengruppen 
gekoppelt. Die Synthese von Tragermolekiilen auf Basis 
peptidischer Nukleinsauren erfolgt analog einer 
Festphasenpeptidsynthese , z.B. gemaS der in WO92/20703 
beschriebenen Methode . Die Einfiihrung von Haptenmolekulen oder 



4 



- 14 - 

Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen kann entsprechend 
den fur Peptid- und Oligonukleotidtrager beschriebenen Methoden 
erf olgen . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die 
Verwendung der Kon jugate als Antigene in einem immunologischen 
Verfahren, wenn das Haptenmolekiil ein immunologisch reaktives 
Molektil ist, oder zur DNA-Diagnostik, wenn das Hapten eine 
Nukleinsaure ist. 

Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekiil enthalten, konnen in 
immunologischen Nachweisverf ahren als Polyhaptene eingesetzt 
we r den . 

Eine bevorzugte Ausf lihrungsf orm der Erfindung betrifft die 
Verwendung der Kon jugate in einem immunologischen Verf ahren zur 
Bestimmung von spezif ischen Antikorpern in einer 
Probef liissigkeit . Vorzugsweise werden solche Antikorper 
bestimmt, die auf eine Infektion durch Mikroorganismen, wie 
etwa Bakterien, Viren oder Protozoen, hinweisen. Besonders 
bevorzugt werden gegen Viren gerichtete Antikorper, z.B. gegen 
HIV oder Hepatitis-Viren gerichtete Antikorper bestimmt . Die 
Probef liissigkeit ist vorzugsweise Serum, besonders bevorzugt 
humanes Serum. Weiterhin ist bevorzugt, daS die 
erf indungsgemafien Konjugate bei einem immunologischen Verf ahren 
im Bruckentestf ormat eingesetzt werden. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein 
Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers in einer Probef liissigkeit , welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daS man (a) die Probef liissigkeit mit 
mindestens einem erf indungsgemaSen Konjugat, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist, inkubiert und (b) den 
Antikorper liber eine Bindung mit dem Peptid nachweist . 

Das erf indungsgemaSe immunologische Bestimmungsverf ahren kann 
an sich nach jedem bekannten Test format erf olgen, z.B. in einem 
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zwei Testf ormaten, dem "labelled antibody" Format und dem 
"labelled analog" Format durchgefuhrt werden. Beim "labelled 
antibody" Format wird die den nachzuweisenden Analyten 
enthaltende Probef lussigkeit mit einem an eine Festphase 
bindefahigen Hapten, das mit dem Analyten immunologisch 
konkurriert, und einen markierten, gegen das Hapten und den 
Analyten gerichteten Rezeptor, z.B. einen Antikorper, markiert . 
Bei diesem Testformat ist die an die Festphase gebundene 
Markierung umgekehrt proportional zur Konzentration des 
Analyten. Beim "labelled analog" Format wird die den 
nachzuweisenden Analyten enthaltende Probef lussigkeit mit einem 
markierten, mit dem Analyten immunologisch konkurrierenden 
Hapten und einem gegen den Analyten und das Hapten gerichteten 
Rezeptor, der an eine Festphase bindefahig ist, inkubiert . Die 
Menge an f estphasengebundenem markiertem Hapten ist dann der 
Konzentration an freiem, zu bestimmendem Analyten umgekehrt 
proportional . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist somit ein 
Verf ahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probef lussigkeit 
nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay im "labelled 
analog" Format , dadurch gekennzeichnet , daS man (a) die 
Probef lussigkeit in Gegenwart einer reaktiven Festphase mit 
einem erf indungsgemafien Konjugat, das eine Markierungsgruppe 
enthalt, und einem Rezeptor, der an die Festphase gebunden oder 
zur Bindung an eine Festphase fahig ist und eine spezifisch 
immunologische Reaktion mit dem Analyten und der Hapten- 
komponente des Konjugats eingehen kann, inkubiert, (b) die 
Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lussigkeit 
abtrennt und (c) das Vorhandensein oder/und die Menge des 
Analyten in der Probef lussigkeit durch Messung der 
Markierungskomponente des Konjugats in der Festphase oder/und 
in der Inkubationsf lussigkeit bestimmt. Als immobilisierbaren 
Rezeptor verwendet man vorzugsweise einen biotinylierten 
Antikorper bzw. ein biotinyliertes Ant ikorper fragment und als 
reaktive Festphase eine mit Streptavidin oder Avidin be- 
schichtete Festphase . 



Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probef liissigkeit 
nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay im "labelled 
antibody" Format, dadurch gekennzeichnet , daS man (a) die Pro- 
bef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven Festphase mit einem 
erf indungsgemaSen Konjugat, das eine Festphasenbindungsgruppe 
enthalt, und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt 
und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem Analyten 
und der Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, 
inkubiert, (b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkuba- 
tionsf liissigkeit abtrennt und (c) das Vorhandensein oder/und 
die Menge des Analyten in der Probef liissigkeit durch Messung 
der Markierungskomponente des Rezeptors an der Festphase 
oder/und in der Inkubationsf liissigkeit bestimmt . Vorzugsweise 
verwendet man ein biotinyliertes Konjugat und eine mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase. Als markierten 
Rezeptor verwendet man vorzugsweise einen Antikorper bzw, ein 
Antikorperf ragment . 

Der Nachweis von lumineszierenden Metallchelatgruppen erfolgt 
vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz , wobei lumineszie- 
rende Spezies elektrochemisch an der Oberflache einer Elektrode 
erzeugt werden. Der Nachweis der Lumineszenz kann qualitativ 
oder/und quant itativ erfolgen. Beispiele zur Durchf iihrung von 
Lumineszenz -Assays finden sich in EP-A-0 580 979, WO 90/05301, 
WO 90/11511 und WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verfahren 
und Vorrichtungen fiir Lumineszenz -Assays wird hiermit Bezug 
genommen. Die Festphase in Elektrochemilumineszenz -Assays 
besteht vorzugsweise aus Mikropartikeln, besonders bevorzugt 
magnetischen Mikropartikeln, die mit einer Beschichtung 
versehen sind, die mit dem f estphasenseitigen zweiten Antigen 
wechselwirkt . Vorzugsweise sind die Mikropartikel mit 
Streptavidin beschichtet. 

Die Elektrochemilumineszenz-Messung * v/ird vorzugsweise in 
Gegenwart eines Redukt ionsmit tels fiir den Metallkomplex 
durchgef iihrt , z.B. einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische 
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Amine, insbesondere primare, sekundare und tertiare Alkylamine, 
deren Alkylgruppen jeweils ein bis drei Kohlenstof f atome 
aufweist. Besonders bevorzugt ist Tripropylamin . Das Amin kann 
jedoch auch ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein 
heterocyklisches Amin sein. 

Weiterhin kann gegebenenf alls als Verstarker ein nichtionisches 
oberf lachenaktives Mittel, z.B. ein ethoxyliertes Phenol 
vorhanden sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise 
kommerziell unter den Bezeichnungen Triton X100 oder Triton N- 
401 erhaltlich. 

Andererseits kann der Nachweis der lumineszierenden Metall- 
chelatgruppe auch durch Fluoreszenz erfolgen, wobei das 
Metallchelat durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten 
Wellenlange angeregt und die daraus resultierende Fluo- 
reszenzstrahlung gemessen wird. Beispiele zur Durchfuhrung von 
Fluoreszenz-Assays finden sich in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 255 
534. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Der Nachweis von Fluoreszenzgruppen, die ebenso wie die lumi- 
neszierenden Metallchelate zu den bevorzugten Markierungs- 
gruppen der erf indungsgemaSen Kon jugate gehoren, kann - wie 
zuvor ausgefuhrt - durch Anregung und Messung der Fluoreszenz 
auf bekannte Weise erfolgen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
immunologisches Reagenz, das mindestens ein erf indungsgemafies 
markiertes oder f estphasenbindef ahiges Konjugat enthalt. Ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezif ischen 
Antikorpers nach dem Prinzip des Doppelantigen-Briickentests 
enthalt (a) ein markiertes erf indungsgemaSes Konjugat oder/und 
(b) ein weiteres erf indungsgemaSes Konjugat, das an eine 
Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase 
bindefahigen Form vorliegt . 
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Ein Reagenz zur Bestimmung eines Analyten, vorzugsweise eines 
niedermolekularen Analyten nach dem Prinzip des kompetitiven 
Immunoassays enthalt ein markiertes Konjugat ("labelled 
analog" -Format) oder ein f estphasenbindef ahiges Konjugat 

("labelled antibody" -Format ) , das mit dem zu bestimmenden 
Analyten immunologisch urn die Bindung an einen Rezeptor 
konkurriert . Vorzugsweise enthalt das Reagenz fur einen 
kompetitiven Immunoassay raumlich getrennt vom erfindungs- 
gemafien Konjugat entweder einen markierten Rezeptor ("labelled 
antibody" -Format ) oder einen f estphasenbindef ahigen Rezeptor 

("labelled analog" -Format ) , der mit dem zu bestimmenden 
Analyten und dem erf indungsgemaEen Konjugat eine immunologische 
Reaktion eingehen kann. 

Die Erf indung wird weiterhin durch die folgenden Beispiele und 
Abbildungen erlautert . Es zeigen: 



Abb. 1 ein Metallchelat -Lysin-Derivat , 

Abb. 2 ein Biotin-Lysin-Derivat , 

Abb. 3 ein erf indungsgemaSes Konjugat 

Abb. 4 ein Vergleichskonjugat . 



Beisoiel 1 

Herstellung eines Metallchelat-Lysin-Derivats 

6 mmol des Rutheniumkomplexes Ru (Bipyridin) 2 (Bipyridin-CO-N- 
hydroxysuccinimidester) gemaS EP-A-0 580 979 wurden in 50 ml 
Dimethylf ormamid gelost und dazu eine Losung von ar-Fmoc-Lysin 
getropft. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde der Riickstand 
in wenig Aceton gelost, mit 300 ml Chloroform versetzt und kurz 
zum Sieden erhitzt . Nach Abtrennen des Losungsmittels wurde die 
in Abb. 1 gezeigte Verbindung als Feststoff erhalten. 

Beispiel 2 

Herstellung von Metallchelat -markierten und biotinylierten 
Peptiden 
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Die Metallchelat-markierten bzw. biotinylierten Peptide wurden 
mittels Fluorenylmethyloxycarbonyl - (Fmoc) -Festphasen- 

peptidsynthese an einem Batch-Peptidsynthesizer , z . B . von 
Applied Biosystems A431 oder A433, hergestellt. Dazu wurden 
jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle 1 dargestellten 
Aminosaurederivate verwendet : 



Tabelle 1: 



A 


Fmoc -Ala -OH 


C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc -Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (OtBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


K 


Fmoc-Lys (Boc) -OH 


L 


Fmoc -Leu -OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


T — 1 rt „. "TV / ill _ ^ l \ S~\ x T 

Fmoc-Asn (Trt ) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc -Gin (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 


U 


Fmoc - SA1 anin - OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc - y-Aminobuttersaure - OH 
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Die Einfuhrung von Metallchelat- und Biotingruppen in die 
Peptidsequenz erfolgte durch direkten Einbau von Metallchelat - 
oder Biotin-gekoppelten Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb der 
Sequenz uber einen mit Metallchelat-Aktivester e-derivati- 
sierten Lysinrest (Abb. 1) bzw. uber einen mit Biotin deriva- 
tisierten Lysinrest (Abb. 2) oder N-terminal durch Verwendung 
eines entsprechenden or-derivatisierten Aminosaurerests . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methyl- 
pyrrolidon gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2',4'- 
Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreakt ionen 
wurden bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten 
D i cy c 1 ohe xy 1 c a r bo d i i mi d und 4 Aquivalenten 
N-Hydroxybenzotriazol in Dimethyl formamid als Reaktionsmedium 
wahrend 20 min durchgef uhrt . Nach jedem Syntheseschritt wurde 
die Fmoc-Gruppe mit 20%igem Piperidin in Dimethylf ormamid in 20 
min abgespalten. 

Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressig- 
saure, 0,5 ml Ethandithiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 
1 ml Wasser in 4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung 
wurde anschlieSend mit 3 00 ml gekiihltem Diisopropylether 
versetzt und zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 
0°C gehalten. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
Diisopropylether nachgewaschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure 
gelost und lyophilisiert . Das erhaltene Rohmaterial wurde 
mittels praparativer HPLC an Delta-PAK RP C18 -Material (Saule 
50 x 300 mm, 100 A, 15 /i) uber einen entsprechenden Gradienten 
(Eluent A: Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure , Eluent B: 
Acetonitril, 0,1% Trif luoressigsaure) in ca . 120 min. aufgerei- 
nigt. Die Identitat des eluierten Materials wurde mittels 
Ionenspray-Massenspektrometrie gepruf t . 
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Die Entfernung von saurestabilen Phenylacetylschut zgruppen 
erfolgte enzymatisch mit immobilisierter oder loslicher 
Penicillin G-Amidase in wafiriger Losung mit organischem 
Solvensanteil bei Raumtemperatur . 

Beispiel 3 

Kopplung mit Haptenen 

Das Metallchelat-markierte bzw. biotinylierte Peptid wurde in 
Dimethylf ormamid gelost und bezuglich der kupplungsf ahigen 
Posit ionen des Peptids (z.B. Aminoseitengruppen von Lysin) 
jeweils ein leichter Uberschufi (ca. 30 %) des aktivierten 
Haptens (z.B. N-Hydroxysuccinimidester ) zugefiigt. Es wurde fur 
1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, das Losungsmittel im 
Hochvakuum abgezogen und das Peptid uber praparative HPLC 
gereinigt . 

Unter Verwendung des in Abb. 1 gezeigten Metallchelat-Lysin- 
Derivats als Markierungsgruppe und von Estradiol (E2) als 
Hapten wurden Konjugate mit der folgenden Struktur hergestellt: 

I : AcK(BPRu)UEUEUK(E2)UEUEUK(BPRu)UEUK(E2) -NH 2 
II : AcK(BPRu)UEUEUK(E2)UEUEUK(BPRu)U-NH 2 

Das Konjugat I ist in Abb. 3 dargestellt. Der Aminoterminus der 
Peptidketten ist durch Acetyl (Ac) geschiitzt. Der 
Carboxylterminus liegt als Saureamidgruppe vor. 

Die Metallchelat- und Haptenmolekiile sind jeweils uber die 
e -Aminoseitengruppe der Lysine an die Peptidkette gekoppelt. 

Auf analoge Weise wurde unter Verwendung von Testosteron als 
Haptenmolekul ein Konjugat mit der Sequenz von Konjugat I 
synthetisiert . 

Die Struktur der hergestellten Konjugate wurde durch X H-NMR (500 
MHz) iiberpriift und bestatigt. 



Beispiel 4 

Bestimmung von Estradiol in Serum 

Es wurde ein kompetitiver Zweischritt -Assay nach dem "labelled 
analog 11 -Format zur Bestimmung von Estradiol in Humanserum 
durchgef uhrt . Hierzu wurden 90 /xl Losung 1 (0,69 nmol/1 
erf indungsgemaSes Kon j ugat I (Abb . 3 ) bzw . 1,68 nmol/1 
Vergleichskonjugat (Abb. 4), jeweils in 50 mmol/1 4- 
Morpholinethansulf onsaure (MES) , pH 6,8, 0,1 % 

Rinderserumalbumin, 0,1 % Thesit, 0,01 % Methylisothiazolon, 
0,1 % Oxypyrion, 30 ng/ml Ablosereagenz Dihydrotestosteron) 
zusammen mit 50 /xl Probe (Serumprobe oder Estradiol Standard) 
in einem Polystyrolgef afi 10 min bei 37°C inkubiert . 
AnschlieSend erfolgte die auf einanderf olgende Zugabe von 9 0 /xl 
Losung 2 (0,7 /xg/ml bzw. 1,4 /xg/ml Konjugat aus Biotin und 
polyklonalem Anti-Estradiol-Kaninchen-Fab 7 in 50 mmol/1 MES- 
Puffer pH 6,0) und 50 /xl Bead-Suspension (720 /xg/ml 
Streptavidin-beschichtete Magnetpartikel , Fa. Dynal) . 

Nach weiteren 10 min Inkubation bei 37°C wurden 150 /xl der 
Mischung in eine Mefizelle uberf uhrt . Dort erfolgte eine 
magnet ische Konzentrierung der Bead- Part ikel und der daran 
haftenden Rutheniummarkierung an die Elektrodenoberf lache und 
eine Detektion des elektrochemisch erzeugten 
Chemilumineszenzsignals bei 28°C. 

Das in Tabelle 2 dargestellte Ergebnis dieses Versuchs zeigt, 
daS das erf indungsgemaSe Konjugat gegenviber dem Vergleichs- 
konjugat eine deutliche Verbesserung der Testperf ormance 
hinsichtlich Sensitivitat und unterer Nachweisgrenze bringt . 
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Tabelle 2 



Antigen 


Konjugat I 
v c»ij. inuunc[ ^ 


Konjugat 
V very leicnj 


An t* "1 flPTllfnn 7pnf ra t~ "i f~\r"» ( nmn 1 /T ^ 


U, bS 


1,68 


RutheniumkoniTilex — Knn 7pnf t"a - 
tion (nmol/1) 


T C ft 
J. , O O 


1, bo 


Konzentration Antiserum 
(/ig/ml) 


0,7 


1,4 


Counts Standard F 


80412 


87709 


Counts Standard B 


653420 


1224219 


Counts Standard A 


861140 


1445270 


Verhaltnis B/A 


0, 759 


0, 847 


Verhaltnis F/A 


0, 093 


0,061 


Verhaltnis F/E 


0, 54 6 


0,442 


untere Nachweisgrenze 
pg/ml (3 % VK) 


15, 9 


25, 1 



Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Konjugate, Verfahren zu 
deren Herstellung sowie die Verwendung dieser Konjugate als 
Antigene in immunologischen Nachweisverf ahren oder zur DNA- 
Diagnostik . 
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